

























contribute  to  food  and  nutritional  security,  it  is  an  efficient  nitrogen  fixer  as  a  component  of 
sustainable agricultural systems. Generating genetic resources and improved lines would help to 
accelerate  the breeding  improvement of  this  crop, as  the  lack of  improved  cultivars adapted  to 
specific environments has been one of the  limitations preventing wider use. A transcriptomic de 





as polymorphic markers based on  an  initial  assessment of nine genotypes originated  from  five 
countries. A cluster analysis revealed provisional clusters among this limited, yet diverse selection 
of germplasm. The developed assembly and validated genic SSRs in this study provide a foundation 























17].  Given  that winged  bean  is  believed  to  be  largely  self‐pollinated,  heterozygosity would  be 
expected  to be  low, although a  formal assessment  is needed and  the  species does produce  large 
flowers,  suggesting  a  contribution  from  insect  pollination,  as  recorded  by  Erskine  [18].  Thus, 
molecular breeding will facilitate utilisation of genetic resources in winged bean breeding, especially 
among accessions, through combining beneficial traits. Molecular markers that are tightly linked to 














Research  and Development  Institute  (MARDI)  and  four  from  local  planters) were  grown  from 










Illumina  stranded  whole  transcriptome  sequencing  libraries  were  prepared  through  a  dUTP 
approach using NEBNext Ultra Directional RNA Library Prep Kit for Illumina (New Engladn Biolabs, 
Beverly, MA, USA). Libraries were gel purified using 2% E‐Gel SizeSelect (Thermo Fisher Scientific, 
Waltham,  MA,  USA)  and  quality  control  was  performed  using  bioanalyser  HS  kit  (Agilent 
biotechnologies, Palo Alto, CA, USA). Quantification was done using qPCR (quantitative polymerase 























Adaptors  and  low  quality  reads  (below Q20) were  trimmed  using  Scythe  and  Sickle  [23], 























0.2 μM  reverse primer, 20 ng of DNA, and 1 U of Taq DNA Polymerase  (Vivantis, Subang  Jaya, 
Selangor, Malaysia). The PCR was programmed for 3 min of initial denaturation at 94 °C, followed 
by 35 cycles of 1 min at 94 °C, 1 min at 60 °C, and 1 min at 72 °C, with a 10 min final elongation. Initial 
polymorphism  evaluation of primers was performed  across  all genotypes using  a  long  capillary 
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fragment  analyser  (Advance  Analytical  Technologies  –  AATI,  Ankeny,  IA,  USA)  with  default 
parameters, except for using 4 μL of samples, and 4 kV of separation voltage for 180 min per run. 
Data  was  then  analysed  with  Advance  Analytical  PROSize  2.0  v1.3.1.1  (Advance  Analytical 
Technologies – AATI, Ankeny,  IA, USA)  to  identify potential SSR markers based on presence of 
polymorphic amplicons across genotypes.   
PCR  products  of  single  genotypes  from  potentially  polymorphic  SSR  markers  were  then 
separated using an ABI Genetic Analyser ABI3730XL using Peak Scanner v2  for scoring  (Applied 
Biosystems, Foster City, CA, USA). Validated markers were subsequently characterised using Power 
Marker v3.5  [34]  for major allelic  frequency, alleles per marker, heterozygosity, and polymorphic 
information content (PIC). 
2.4. Cluster Analysis 
















































































  Number of Repeat Motif Total %
Di‐nucleotide  5  6  7  8  9  10  >10     
AC/GT/CA/TG  ‐  256  138  63  37  12  10  516  11.5 
AG/CT/GA/TC  ‐  995  543  330  391  434  189  2882  64.0 
AT/TA  ‐  407  201  1167  113  107  68  1063  23.6 












Tri‐nucleotide                   
AAC/ACA/CAA/GTT/TGT/TTG  279  131  50  17  0  0  0  477  9.8 
AAG/AGA/GAA/CTT/TCT/TTC  612  405  351  11  0  0  0  1379  28.4 
AAT/ATA/TAA/TTA/TAT/ATT  305  145  112  15  0  0  0  577  11.9 
ACC/CAC/CCA/GGT/GTG/TGG  307  62  55  10  0  0  0  434  8.9 
ACG/CGA/GAC/CGT/GTC/TCG  90  66  12  7  0  0  0  175  3.6 
ACT/CTA/TAC/AGT/TAG/GTA  36  8  3  3  0  0  0  50  1.0 
AGC/CAG/GCA/TGC/CTG/GCT  271  105  38  9  0  0  0  423  8.7 
AGG/GGA/GAG/TCC/CTC/CCT  247  115  75  11  0  0  0  448  9.2 
ATC/CAT/TCA/GAT/ATG/TGA  311  83  24  34  0  0  0  452  9.3 













gave good amplification products at  the  expected  size. After polymorphism  evaluation using all 
genotypes  in  this  study,  18  validated  SSR markers  (8  for di‐nucleotide  and  10  for  tri‐nucleotide 
repeated motifs; Table S1) were scored and are summarised in Table 5. The low validation rate of 













similarity with  the Malaysian  and  Indonesian materials,  comparatively.  To  our  knowledge,  the 
genetic relationship between germplasm from Bangladesh and Malaysia are here investigated for the 
first time with molecular markers, and place the Bangladesh origin closer to the Sri Lankan and Papua 
New Guinean germplasm. Although  the number of accessions used  in  this study  is  limited,  they 
cover a reasonable range of germplasm from different origins. 
 





Marker  Papua New Guinea Indonesia Bangladesh Sri Lanka Malaysia
Tpt10‐7‐5  Tpt10‐7‐7 Tpt17‐6‐3 Tpt17‐6‐8 Tpt53‐9‐8 Tpt53‐9‐10 SLS319‐10‐3 SLS319‐10‐4 M3‐3
P27.2  205  199/205  199  205  205  205  205  205  205 
P43.2  199  199  195  195  197  199  199  199  195 
Pt1.1  335  335  339  339  339  335/339  335  335  339 
Pt10  226/228  228  226  226  228  228  228  228  228 
Pt14  358  358  352  352  350  350  358  358  354 
Pt24  219  217/219  217  217  219  219  219  219  217 
Pt7.2  426/432  426  426  426  428  428  426  426  426/428 
WB17  198  198  198  198  198  194/198  198  198  198 
Pt53  315  309  315  315  309/315  309/315  312  312  315 
Pt58  255/261  255/261  261  261  261  261  261  261  261 
Pt65.1  273  273  267  267  267  267  267  267  267/273 
Pt67.1  293  293  296  296  293  293  296  296  293/296 
Pt68.1  226  226  229  229  226  223/226  223  223/226  226/235 
Pt76.1  203  203  203  203  209  209  209  209  209 
Pt78.1  306/309  306/309  306  306  309  309  306  306  309 
Pt85.1  276/279  276/279  276  276  276  276  276  276  279 
Pt93.1  266  266  272  272  266/272  272  266  266  276 





Frequency  No. of Alleles  Heterozygosity  PIC 
P27.2  TA  0.83  2  0.11  0.24 
P43.2  TA  0.56  3  0  0.49 
Pt1.1  CT  0.5  2  0.11  0.38 
Pt10  TC  0.72  2  0.11  0.32 
Pt14  TG  0.44  4  0  0.64 
Pt24  GT  0.61  2  0.11  0.36 
Pt7.2  TC  0.67  3  0.22  0.4 
WB17  GA  0.94  2  0.11  0.1 
Average dimer SSR markers  0.66  2.5  0.1  0.37 
Pt53  CGC  0.56  3  0.22  0.53 
Pt58  TAG  0.89  2  0.22  0.18 
Pt65.1  CAG  0.72  2  0.11  0.32 
Pt67.1  AGA  0.5  2  0.11  0.38 
Pt68.1  AAC  0.5  4  0.33  0.59 
Pt76.1  CGC  0.56  2  0  0.37 
Pt78.1  AAC  0.56  2  0.22  0.37 
Pt85.1  GCG  0.78  2  0.22  0.29 
Pt93.1  TGT  0.5  3  0.11  0.5 
Pt99.2  TTC  0.56  2  0.22  0.37 
Average trimer SSR marker  0.61  2.4  0.18  0.39 
4. Conclusions 
A set of validated functional winged bean genic‐SSR markers is reported here for the first time, 
to  our  best  knowledge.  The  reported  residual  heterozygosity  across  screened  genotypes  has 
suggested  that  further  investigation needs  to be  carried out on  the  rate of natural outcrossing  in 
winged bean, in order to understand how genetic materials should be maintained, improved, and 
introduced  into  breeding  programmes.  The  cluster  analysis  provides  an  initial  insight  into  the 
potential for these markers to be used on a larger number of winged bean accessions, to carry out a 
more comprehensive diversity analysis with the evaluation of germplasm from genebanks and from 
commonly  cultivated  lines.  Finally,  this  set  of  18 microsatellite markers  could  also  be  used  to 
contribute  to  genetic  linkage  maps  in  winged  bean,  with  the  integration  of  single  nucleotide 
polymorphisms  (SNPs) markers  for higher density. Such  a map would be  the  first backbone  for 
linkage analysis and the genetic dissection of traits with agronomic importance in this legume. 
Supplementary Materials: The following are available online at www.mdpi.com/2073‐4425/8/3/100/s1, Table S1: 
the  sequences  of  forward  and  reverse  SSR‐primers  used  in  this  study;  Table  S2:  Functional  annotation  of 
assembled transcripts; Table S3: Identified microsatellites.   
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